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(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 
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I. Basis of the report 



1 . This report has been dra\\ n on the basis oWReplacemem sheers w hich haw been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 1 4 are referred to in this report as "originally filed " and are not annexed to the report since they do not contain amendments. ); 



the iniernalional application as originally filed. 

[ I the description, pages ^'^^ 

pages 

pages 

pages 



_. as originally tiled. 
_. nied with the demand. 
_. filed with the letter of 
. Hied w ith the letter of 



□ 



the claims. 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
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. as originally filed. 

, as amended under Article 19. 

Hied with the demand, 

, filed with the letter of 

filed u ith the letter of 



I I the draw ings. 



sheets/f"ig 
sheels/fig 
sheets/fig 
sheets/fia 



1/4-4/4 



. as original l\ Hied. 
. filed with the demand- 
illed w ith the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

I I the clatms- 



Nos. 



I I the drawings. sheets/fig 



^ I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
— to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental 13o\ (Rule 70. 2(c))- 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

1 . Statement 

Novelty (N) 



Inventive step (IS) 



Industrial applicability (lA) 

2. Citations and explanations 

Novelty: 

1. Europ. J. of Immunology, vol. 24, no. 1, 1994, pp. 176- 
180 (1) (cf. page 179, left-hand column under 3.3 and page 
180, left-hand column) describes the detection of HLA-G in 
healthy and diseased epidermal tissue. Therefore, claims 1 
to 7 appear to be novel. 

2. WO-A-98/37098 (2) (cf. abstract, page 4, line 26 to 
page 6, line 2, claims 1 and 12-14) describes the use of a 
composition containing a form of HLA-G having 
immunomodulating activity, and useful for inhibiting NK 
killer cells, graft versus host reactions, and recurrent 
abortions. Therefore, claims 1 to 7 appear to be novel. 

3. WO-A-96/31604 (3) (cf. abstract, claims 1-3, 15-18, 26 
and 27) describes a soluble antibody to HLA-G directed 
against a specific peptide exon 2. Therefore, claim 7 
appears to be novel. 

4. EP-A-0 677 582 (4) (cf. abstract, claims 27, 20-23, 1- 
4, 16-18) describes soluble antibodies to HLA-G directed 
against HLA-G4 . Therefore, claim 7 appears to be novel. 



Claims 1-7 YES 

Claims no 

Claims 1"'^ YES 

Claims NO 

Claims 1-1 yES 

Claims NO 
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Inventive step: 

The closest prior art document is (2), which describes 
medical uses of HLA-G without specifying the form (soluble 
or insoluble) thereof. The problem addressed by the 
present application appears to be that of treating 
inflammatory skin diseases. The solution appears to 
involve the use of a specific soluble form of HLA-G. This 
solution cannot be derived from the prior art. The method 
for preparing a soluble HLA-G as per claims 4 to 6 
likewise cannot be derived from the prior art. 
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RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE 



(article 36 et regie 70 du PCT) 



R6f6rence du dossier du d^posant ou du 
mandataire 

BLOcp263/55P 


voir la notification de transmission du rapport d'exan^en 
POUR SUITE A DONNER pr^liminalre international (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande Internationale n° 
PCT/FROO/01670 


Date du d6pot international (jour/moi$/ann^e) 
16/06/2000 


Date de priority (jour/mois/ann6e} 
18/06/1999 


Classification Internationale des brevets (CIB) ou k la fois classification nationale et GIB 
A61K38/17 


D^posant 

COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE 



1. Le present rapport d'examen preliminalre international, etabli par radministaration chargee de I'exannen preiiminaire 
international, est transmis au deposant conformennent a rarticle 36. 



2, Ce RAPPORT connprend 4 feuilles, y compris la pr^sente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete mcdifi^es et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications fattes aupres de 
radministration chargee de I'exannen preiiminaire international (voir la regie 70.16 et instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 






3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



Base du rapport 
Priorite 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle 

Absence d'unite de I'invention 

Declaration motivee selon I'artlcle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibillte 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

Certains documents cites 

Irregularites dans la demande Internationale 

Observations relatives a la demande Internationale 
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IV 
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VI 
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VII 


□ 


VIII 
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Date de presentation de la demande d'examen preiiminaire 
intemationale 

11/10/2000 



Date d'achevement du present rapport 



03.07.2001 



Nom et adresse postale de t'administration chargee de 
Texamen preiiminaire international: 
Office europeen des brevets 

D-80298 Munich 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Fonctionnaire autorise 

Smetankine, L 

N** de telephone +49 89 2399 8466 



Formulaire PCT/lPEA/409 (feuille de couverture) Qanvier 1994) 





RAPPORT D'EXAMEN 
PREUMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande internationale n'* PCT/FROO/01 670 



I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne ies elements de la demande internationale (les feui/les de remplacement qui ont 4te remises 
^ I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement ^ I'articie 14 sont considerees dans le present 
rapport comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elies ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70.17)) : 

Description, pages: 

1-16 version initiaie 

Revendications, N"": 

1-7 version initiaie 

Dessins, feuilles: 

1/4-4/4 version initiaie 



2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient ^ la disposition de I'administration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande Internationale a ete deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de I'administration ou lui ont ete remis dans la langue suivante; , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationale (selon la r^gle 55.2 ou 



3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
internationale (le cas echeant), I'examen preliminaire internationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement k Tadminlstration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-del^ 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a et6 fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques k 
celles du listages des sequences Presente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont enframe I'annulation : 



55.3). 
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□ de la description, pages : 

□ des revendlcations, : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a 6te depose, comme il est indique ci-apres (regie 
70.2(c)) : 

(Toute feui/le de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 

6. Observations complementaires, le cas echeant : 



V. Declaration motivee selon I'arttcle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'applicatton industrielle; citations et explications a Tappui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendlcations 1 -7 

Non : Revendications 

Activite inventive Oul : Revendications 1 -7 

Non : Revendications 

Possibilite d'application industrielle Oui : Revendications 1 -7 

Non : Revendications 

2. Citations et explications 
voir feuille separee 
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RAPPORT D'EXAMEN Demande intemationale n" PCT/FROO/01670 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 

Nouveaute: 

1. Europ, J. of Immunology, vol.24, n°1, 1994, pp. 176-180 (1) - cf. page 179, 
colonne de gauche sous 3.3 et page 180 colonne de gauche, decrit la detection 
du HLA- G dans les tissus de I'epiderme sain et malade: 11 serait pratiquement 
absent dans les tissus malades, par consequent les revendications 1 a 7 
semblent nouvelles. 

2. WO - A - 98/37098 (2) - cf abrege, page 4 ligne 26 a page 6 ligne 2, 
revendications 1,12-14, decrit I'utllisation une composition contenant une forme 
d'HLA - G a action immunomodulante , destinee a inhiber les cellules tueuses 
NK: rejet des greffes, prevention des avortements a repetition, par consequent les 
revendications 1 a 7 semblent nouvelles. 

3. WO - A - 96/31604 (3) - cf. abrege, revendications 1-3,15-18, 26 et 27, decrit 
un anticorps anti- HLA- G soluble dirige centre un peptide specifique exon 2, par 
consequent la revendication 7 semble nouvelle. 

4. EP - A - 0 677 582 (4) - cf. abrege, revendications 27, 20-23,1-4,16-18, decrit 
des anticorps anti- HLA- G soluble diriges centre HLA- G4, par consequent la 
revendication 7 semble nouvelle. 

Activite inventive: 

Le document le plus proche est (2) qui decrit des utilisations medicales de HLA - 
G sans que soit precisee sa forme ( soluble ou insoluble ). Le probleme a 
resoudre de la presente demande serait le traitement des pathologies 
inflammatoires de la peau. La solution serait d'utiliser une forme soluble de HLA G 
spocifique. Cette solution ne peut pas etre deduite de I'art anterieur. Le precede 
de preparation d'une HLA - G soluble selon les revendications 4 a 6 ne peut pas, 
egalement , etre deduit de I'art anterieur. 
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Intellectuelle 

Bureau international 

(43) Date de la publication internationale 
28 d^cembre 2000 (28.12.2000) 




(10) Num^ro de publication internationale 

PCT wo 00/78337 Al 



(51) Classification internationale des brevets'^: 

A61K 38/17, C07K 14/74, 16/28 
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(22) Date de d6p6t international: 16 juin 2000 (16.06.2000) 



(25) Langue de dap6t: 



(26) Langue de publication: 



fran^ais 
fraa5ais 



(30) Donates relatives & la priority: 

99/07736 18 juin 1999 (18.06.1999) FR 

(71) D^posant (pour tous les Etats designes sauf US): COM- 
MISSARUT A UENERGBE ATOMIQUE [FR/FR]; 
31-33, rae de la F6d6ration, F-75015 Paris (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Dfposants ^our VS seulement)*, AR- 
ACTINGI, Selim [FR/FR]; 8, me Saint-Simon, F-75007 
Paris (FR). CAROSELLA, Edgardo, Delfino [FR/FR]; 
23, rue George Sand, F-75016 Paris (FR), DAUSSET, 



Jean [FR/FR]; 44, rue des Ecoles, F-75005 Paris (FR), 
KHALIL DAHER, Iman [FR/FR]; 25, avenue des Antes, 
F-94150 Rungis (FR). MOREAU, Philippe [FR/FR]; 8. 
nie Bougainville, F-91 170 Viry-ChatiUon (HI), PAUL, 
Pascale [FR/FR]; 29, rue de la Grange aux Belles, 
F-75010 Paris (FR). ROUAS-FREISS. NathaUe [FR/FR]; 
44, boulevard Arago, F-75013 Paris (FR). 

(74) Mandataire: CABINET ORES; 6, avenue de Messine, 
F-75008 Paris (FR). 

(81) ]^:tats design^ (national): CA, IL, JP, US. 

(84) ^tats d&ign& (regional): brevet europ6en (AT, BE, CH, 
CY, DE, DK, ES, H, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, FT, 
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PubU£e: 

— j4vec rapport de recherche internationale. 

En ce qui conceme les codes d deux lettres et autres abrevia- 
tions, se refdrer aia "Notes expUcatives relatives aux codes et 
abriviations" figurant au debut de chaque numero ordinaire de 
la Gazette du PCT. 



(54) Title: COMPOSITIONS CONTAINING SOLUBLE FORMS OF HLA-G FOR TREATING INFLAMMATORY SKIN 
^ PATHOLOGIES 

(54) Titre: COMPOSITIONS CONTENANT DES FORlVtES SOLUBLES OmA-G DANS LE TRATTEMENT DE PATHOLO- 
5^ GEES INFLAMMATOIRES DE LA PEAU 

00 (57) Abstract: The invention concerns a composition consisting essentially of at least a soluble form of HLA-G and at least an ac- 
£^ ceptable pharmaceutical carrier for preparing a medicine for treating inflammatory pathological conditions of the skin. The invention 
O also concerns a method for obtaining soluble forms of HLA-G and antibodies directed against said soluble forms. 

e 

Q (57) Abr^^: UtiUsation d*une composition essentiellement constito^e d'au moins une forme soluble d'HLA-G et d'au moins un 
v^cule pharmaceutiquement acceptable, pour la preparation d'un m&licament pour le traitement des aats pathologiques inflam- 
^ matoires de la peau. Ptoc^d d'obtention desdites formes solubles d' HLA-G et anticorps dirig^s contre lesdites formes solubles. 
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COMPOSITIONS CONTENANT DES FORMES SOLUBLES D'HLA-G DANS LE TRAITEMENT DE 
PATHOLOGIES INFLAHHATOIRES DE LA PEAU 



La presente invention est relative a Tutilisation de compositions 
5 contenant des formes solubles d'HLA-G dans le traitement de pathologies de la peau 
et notamment des dermatoses inflammatoires, au precede d'obtention desdites formes 
solubles d'HLA-G, ainsi qu'aux anticoips diriges contre lesdites formes solubles. 

Les antigenes du complexe majeur d'histocompatibilite (CMH), se 
divisent en plusieurs classes, les antigfenes de classe I (HLA-A, HLA-B et HLA-C) qui 
10 presentent 3 domaines globulaires (al, a2 et a3), et dont le domaine a3 est associe a 
la p2 microglobuline, les antigenes de classe 11 (HLA-DP, HLA-DQ et HLA-DR) et 
les antigenes de classe in (complement). 

Les antigenes de classe I comprennent, outre les antigenes precites, 
d'autres antigenes, dits antigenes de classe I non classiques, et notamment les anti- 
15 genes HLA-E, HLA-F et HLA-G; ce dernier, en particulier, est exprimd par les 
trophoblastes extravilleux du placenta humain normal et les cellules cpitheliales 
thymiques. 

La sequence du gene HLA-G (gene HLA-6.0) a it€ dicrite par 
GERAGHTY et al., (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1987. 84. 9145-9149) : il comprend 

20 4396 paires de bases et presente une organisation intron/exon homologue a celle des 
genes HLA-A, -B et -C. De maniere plus precise, ce gene comprend 8 exons, 7 introns 
et une extremite non traduite 3* ; les 8 exons correspondent respectivement a : exon 1 : 
sequence signal, exon 2 : domaine extracellulaire al, exon 3 : domaine extracellulaire 
al, exon 4 : domaine extracellulaire a3, exon 5 : region transmembranaire, exon 6 : 

25 domaine cytoplasmique I, exon 7 : domaine cytoplasmique n (non traduit), exon 8 : 
domaine cytoplasmique III (non traduit) et region 3* non traduite (GERAGHTY et al., 
precite; ELLIS et al., J. Immunol., 1990, 144. 731-735 ; KIRSZENBAUM M. et al., 
Oncogeny of hematopoiesis. Aplastic anemia Eds. E. Gluckman, L. Coulombel, Col- 
loque INSERM/John Libbey Eurotext Ltd). Toutefois le gene HLA-G differe des au- 

30 tres genes de classe I, en ce que le codon de terminaison de traduction, en phase, est 
localise au niveau du deuxiime codon de I'exon 6 ; en consequence, la region cyto- 
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plasmique de la proteine codec par ce gene HLA-6.0 est considerablement plus courte 
que celle des regions cytoplasmiques des proteines HLA-A, -B et -C. 

Ces antigenes HLA-G sont essentiellement exprimes par les cellules 
cytotrophoblastiques du placenta et sont consideres comme jouant un role dans la 
5 protection du foetus (absence de rejet par la mere). En outre, dans la mesure ou I'anti- 
gene HLA-G est monomorphique, il pent egalement etre implique dans la croissance 
ou la fonction des cellules placentaires (KOVATS et al., Science, 1990, 248, 220- 
223). 

D'autres recherches concemant cet antigene non classique de classe I 
10 (ISHITANI et al., Proc, Natl. Acad. Scu USA, 1992, 89, 3947-3951) ont montre que 
le transcrit primaire du gene HLA-G peut etre episse de plusicurs manieres et produit 
au moins 3 ARNm matures distincts : le transcrit primaire d'HLA-G foumit une copie 
complete (Gl) de 1 200 pb, un fragment de 900 pb (G2) et un fragment de 600 pb 
(03). 

15 Le transcrit Gl ne comprend pas I'exon 7 et correspond a la 

sequence decrite par ELLIS et al. (precite), c'est-a-dire qu'il code une proteine qui 
comprend une sequence leader, trois domaines extemes, une region transmembranaire 
et une sequence cytoplasmique. UARNm G2 ne comprend pas I'exon 3, c*est-a-dire 
qu'il code xme proteine dans laquelle les domaines al et a3 sont directement joints ; 

20 I'ARNm G3 ne contient ni I'exon 3, ni Texon 4, c'est-a-dire qu'il code une proteine 
dans laquelle le domaine al et la sequence transmembranaire sont directement joints, 
L'epissage qui prevaut pour I'obtention de I'antigene HLA-G2 
entraine la jonction d'une adenine (A) (provenant du domaine codant al) avec xme 
sequence AC (issue du domaine codant a3), ce qui entraine la creation d'un codon 

25 AAC (asparagine) a la place du codon GAC (acidc aspartique), rencontre au debut de 
la sequence codant le domaine a3 dans HLA-Gl. 

L'epissage genere pour I'obtention de HLA-G3 n*entraine pas la for- 
mation d'un nouveau codon dans la zone d'epissage. 

Les Auteurs de cet article ont egalement analyse les differentes pro- 

30 teines exprimees : les 3 ARNm sont traduits en proteine dans la lignee cellulaire 
.221-G. 
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Certains des Inventeurs ont montre Texistence d'autres formes epis- 
sees d'ARNm d'HLA-G : le transcrit HLA-G4, qui n'inclut pas Texon 4 ; le transcrit 
HLA-G5, qui inclut Tintron 4, entre les exons 4 et 5, provoquant ainsi une modifica- 
tion du cadre de lecture, lors de la traduction de ce transcrit et en particulier 
5 Tapparition d'un codon stop, apres Tacide amine 21 de I'intron 4 ; et le transcrit HLA- 
06, possedant I'intron 4, mais ayant perdu Texon 3 (KIRSZENBAUM M. et al., Proc, 
Natl Acad, ScL USA, 1994, 91, 4209-4213 ; Dcmandc Europeenne EP 0 677 582 ; 
KIRSZENBAUM M. et a!., Human Immunol, 1995, 43, 237-241 ; MOREAU P. et 
al., Human Immunol. 1995, 43, 231-236) ; ils ont egalement montre que ces differents 
10 transcrits sont exprimes dans plusieurs types de cellules humaines fcetales et adultes, 
notanmient dans les lymphocytes (KIRSZENBAUM M. et aL, Human Immunol, 
1995, precite ; MOREAU P. et al., Human Immunol 1995, precite). 

II existe done au moins 6 ARNms HLA-G differents qui cedent 
potentiellement 6 isoformes proteiques d'HLA-G, dont 4 membranaires (HLA-Gl, 
15 G2, G3 et G4) et 2 solubles (G5, G6). 

II a ete montre que I'expression desdites isoformes proteiques 
d'HLA-G etait augmentee par I'interferon y (Yang et al, J. Immunol., 1996, 156, 
4224-4231). 

La fonction immunomodulatrice exercee par ces molecules HLA-G 
20 a ete decrite et les mecanismes de cette fonction ont ete elucides par la mise en evi- 
dence de leur interaction avec des recepteurs inhibiteurs de la lyse presents sur les 
cellules NK (recepteurs KIR) conduisant a une inhibition des fonctions cytotoxiques 
de ces cellules ; par exemple N. ROUAS-FREISS et al. (Proc. Nat. Acad. Sci., 1997, 
94, 5249-5254) ont montre que les cellules cibles K562 (lignee erythroleucemique 
25 humaine) transfectees par le gene HLA-G etaient protegees de la lyse par les cellules 
NK. Ces cellules sont habituellement sensible aux cellules NK. 

Certains des Inventeurs ont montre que les cellules NK n'expriment 
aucun transcrit HLA-G (Teyssier et al., Nat. Immunol., 1995, 14,* 262-270), ce resultat 
confinnant que les produits d'expression du gene HLA-G jouent vraisemblablement 
30 un role dans les etats d'immunotolerance physiologique (grossesse) ou pathologique 
dans lesquelles les cellules NK sont particuliferement actives (maladies autoimmunes, 
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transplantations) ou sont au contraire inhibees (presence anormale d'HLA-G sur 
certaines tumeurs ou lors d'infections virales). 

Ainsi, certains des Inventeurs ont egalement montre que certaines 
tumeurs expriment des molecules HLA-G, ce qui leur permet d'echapper la surveil- 
5 lance immunitaire (Paul et al., Proc. Nat. Acad, Sci., 1998, 95, 4510-4515), 

L'une des pathologies inflammatoires chronique frequents est le 
psoriasis qui est observe chez 2 % des individus des populations caucasiennes. Bien 
que la maladie se caracterise par une hyperproliferation des keratinocytes de 
Tepiderme, de tres nombreuses etudes physiopathologiques ont permis de montrer que 

10 les lymphocytes T de sous-type Thl, infiltrant le site des lesions et produisant de 
rinterleukine 2 (IL-2) et de Tinterferon y (IFN y), jouaient un role preponderant dans 
la pathogenese de cette maladie (Z. Bata-Csorgo et al. J. Investigative Dermatol., 
1995, 89S-94S ; Schlaak et al., J. Invest. Dermatol., 1994, 102, 145-149 ; Vogel et al., 
Eur. J. Biochem,, 1995, 227, 143-149). En effet il a etc montre que le sumageant de 

15 clones de cellules T issus de lesions de psoriasis etait- capable d'induire 
rhypeiproliferation de Tepiderme (Strange et al, J. Invest. Dermatol., 1993, 101, 695- 
700). De meme, il a ete montre que le maintien du phenotype psoriatique de biopsies 
de pcau humaines greffees chez la souris SCID etait dependant de la co-injection des 
lymphocytes T issus desdites lesions (Gilhar et al., J. Invest. Dermatol., 1997, 109, 

20 283-288). 

L'expression d'HLA-G au niveau des cellules de la peau et son role 
potentiel dans les pathologies associees a ete emdie par Ulbrecht et al. (Eur. J. 
Immunol., 1994, 24, 176-180). Les auteurs de cet article qui analysent uniquement 
Texpression des transcrits des isoformes membranaires d'HLA-G et en particulier de 

25 risoforme dominante HLA-G I montrent qu'alors qu'un niveau faible de transcrits 
HLA-G est detecte dans les biopsies de peau presentant des lesions de psoriasis, les 
transcrits d*HLA-G sont soit absents soit presents a un niveau eleve dans les biopsies 
de peau saine issues d*individus differents. Ces auteurs concluent done qu'il n*y a pas 
de lien evident entre Texpression d'HLA-G et les pathologies de la peau. 

30 Les Inventeurs ont maintenant trouve que des formes solubles 

d'HLA-G ont une action therapeutique sur des etats pathologiques inflammatoires de 
la peau. 
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La presente invention a pour objet rutilisation d*une composition 
essentiellement constitute d'au moins une forme soluble d'HLA-G et d'au moins un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable (excipient), pour la preparation d'un m6di- 
cament pour le traitement des 6tats pathologiques inflammatoires de la peau. 
5 Les excipients associes a ladite composition sont adaptes a la voie 

d' administration souhaitee ; ils sont selectionnes parmi les excipients connus de 
rhomme du m6tier. 

Lesdites HLA-G solubles peuvent avantageusement etre adminis- 
trees par voie generale (voie orale, voie parenterale) ou par voie locale (administration 
10 topique). 

Dans ce dernier cas, ladite composition se presente sous la forme de 
creme, de lotion, de liposomes ou de gel. 

Les Inventeurs ont maintenant trouve, de maniere inattendue, la 
presence dans les lesions inflammatoires de la peau, a la fois de macrophages expri- 
15 mant la proteine HLA-G, localises au niveau des papilles du derme et de lymphocytes 
T CD3"^ infiltrants, exprimant un recepteur inhibiteur des fonctions cytotoxiques, 
reconnu par HLA-G comme par exemple le recepteur ILT2, 

Les Inventeurs ont montre que Tisoforme membranaire dominante 
HLA-Gl et Tisoforme soluble HLA-G5 sont exprimees uniqucment dans les lesions 
20 inflammatoires de la peau, alors qu'aucune proteine HLA-G n'est detectee dans la 
peau saine. 

Les Inventeurs ont egalement montre que la proteine HLA-G et en 
particulier une isoforme comprenant au moins le domaine al d'HLA-G est capable 
d'inhiber les fonctions de proliferation et les fonctions cytotoxiques des lymphocytes 
25 T. 

Ainsi, les Inventeurs ont done mis en evidence le role anti- 
inflammatoire de la proteine HLA-G et en particulier d'une composition constituee 
d'une forme soluble diffusible comprenant au moins le domaine al d'HLA-G comme 
par exemple I'isoforme HLA-G5, dans le traitement des pathologies inflammatoires 
30 de la peau. 

Conformement a Tinvention, ladite composition est particulierement 
adaptee au traitement du psoriasis. 
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Selon un mode de realisation avantageux de Tinvention, ladite forme 
soluble d'HLA-G est selectionnee dans le groupe constitue par les isoformes d'HLA- 
G solubles comprenant au moins un domaine extracellulaire (al, a2 ou a3) et les 
formes solubilisees d'HLA-Gl, HLA-G2, HLA-G3 ou HLA-G4 (isoformes membra- 
5 naires). 

Lesdites HLA-G solubles comprennent au moins le domaine extra- 
cellulaire al. 

Lesdites formes solubles sont en particulier produites dans un 

baculovinis. 

10 Pour ce qui conceme les formes membranaires, elles sont avanta- 

geusement exprimees dans des cellules eucaryotes, conformement au precede decrit 
dans la Demande Internationale PCT WO 98/37098, puis solubilisees par traitement 
de la membrane (agent decapant, tel que la papaine) et purification convenable, par 
exemple sur colonne d'immunoaffinite avec des anticorps specifiques. 

15 On entend par forme soluble d'HLA-G aussi bien les HLA-G 

solubles (ne comportant pas de domaine transmembranaire) que les HLA-G membra- 
naires solubilisees, par exemple dans les conditions precisces ci-dessus. 

De preference, ladite composition, administree par voie topique, 
comprend entre 0,1 et 5 ^g/ml, de preference entre 0,5 et 2,5 jig/ml de forme soluble 

20 dmA-G. 

La presente invention a egalement pour objet un precede de prepa- 
ration d'une HLA-G soluble, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- co-infection de cellules d'insectes par un baculovirus contenant 
TADNc de la p^M et un autre baculovirus contenant la chaine a d'une isoforme 

25 soluble d'HLA-G ; 

- culture des cellules d'insectes transfectees, et 

- recolte des suraageants et purification de Tisoforme d*HLA-G 

soluble exprimce. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux dudit precede, ladite 
30 isoforme d'HLA-G soluble est purifiee a Taide d'un anticorps specifique des iso- 
formes d*HLA-G solubles. 
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Selon une disposition avantageuse de ce mode de mise en oeuvre, 



ledit anticoips est obtenu par immunisation de mammiferes non-humains, tels que des 
lapins avec im peptide immunogene constitue d'un peptide synthetique de 21 acides- 
amines, correspondant a la partie C-terminale codee par Tintron 4 des formes solubles 

5 HLA-G dont la sequence est SKEGDGGIMSVRESRSLSEDL (SEQ ID N0:1) 
couple a la protcine porteuse KLH. 

Outre les dispositions qui precedent, Tinvention comprend encore 
d*autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a 
des exemples de mise en oeuvre du procede objet de la presente invention ainsi qu'aux 

10 dessins annexes, dans lesquels : 

- les figures 1 et 2 illustrent la presence des ARN des differentes iso- 
formes d'HLA-G dans les lesions de psoriasis, par comparaison avec la peau saine, 

- la figure 3 illustre la presence de TARN specifique de Tisoforme 
HLA-G5 dans les lesions de psoriasis, par comparaison avec la peau saine. 

15 - la figure 4 illustre Tactivite inhibitrice des isoformes HLA-G sur 

des cellules natural killer (cellules NK) presentes dans le sang peripherique ;* cette 
figure comporte en abscisse Tisoforme etudiee et en ordonnee, le pourcentage de lyse 
specifique. Des cellules M8 (cellules de lignees de melanome HLA classe T, classe 
n') transfectces soit avec le vecteur seul (M8-pCDNA) (Invitrogen), soit avec les 

20 vecteurs contenant TADNc codant HLA-Gl (M8-HLA-G1), TADNc codant HLA-G2 
(M8-HLA-G2), TADNc codant HLA-G3 (M8-HLA-G3), PADNc codant HLA-G4 
(M8-HLA-G4), sont utilisees comme cibles (T). Des cellules mononucleees de sang 
peripherique PBMC sont utilisees comme cellules effectrices (E). Les resultats sont 
exprimes en pourcentage de lyse, enregistre en 4h dans un test de liberation du chrome 



une lignee de lymphocytes T CD 8+ restreinte pour HLA-A2 presentant un peptide 
viral provenant de la matrice du virus de I'influenza, positions 58 a 66 ; cette figure 
comporte en abscisse Tisoforme etudiee et en ordonnee, le pourcentage de lyse speci- 
30 fique ; le ratio cellules effectrices/cellules cibles est de 15:1. 



25 51 (^^Cr); 



- la figure 5 illustre I'activite inhibitrice des isoformes HLA-G sur 
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II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont domes 
uniquement a titre d'illustration de Tobjet de rinvention, dont ils ne constituent en 
aucune maniere une limitation. 

EXEMPLE 1 : Production d'une forme soluble d'une isoforme d'HLA-G chez un 
5 baculovirus. 

L*isofonne soluble HLA-G5 dont la structure est composee de 3 
domaines extracellulaires al, a2 et a3 associee a la p2-microglobuline (p2M), est 
issue d'un transcrit altematif possedant un codon stop dans Tintron 4 du gene HLA-G. 
La production d'une proteine HLA-G soluble recombinante fait appel a une co-infcc- 
10 tion dc cellules d'inscctes par un baculovirus contenant TADN complemcntaire de la 
p2M et d'un autre baculovirus contenant I'ADNc de la chaine a de HLA-G5. Cela 
permet en effet d'obtenir la forme physiologique HLA-G5/p2M. 

1. Construction de vecteurs de transfert pour la recombinaison 
avec le virus BacTen. 

15 a- lasertioD du gene p2M dans un vecteur de transfert : 

La sequence d'ADN codante p2M est ins^ree dans les sites BgUI- 

Kpnl du vecteur de transfert pTenl2 (Quantum). Le clone recombinant est verifie par 

digestion enzymatique, puis amplifie et sterilise en vue de la cotransfection avec 

TADN du baculovirus BacTen linearise. 
20 b- Insertion du ghne codant HLA-G5 dans un vecteur de 

transfert : 

La sequence codant la molecule HLA-G5 est inseree dans les sites 
Bglll-Kpnl du vecteur de transfert pTenl2. Le clone recombinant est verifie par 
digestion enzymatique, puis amplifie et sterilise en vue de la cotransfection avec 
25 r ADN du baculovirus BacTen (Quantum) linearise. 

2. Construction de baculovirus recombinants. 

La premiere etape consiste a obtenir des baculovirus recombinants 
HLA-G5A d*une part et p2M d'autre part. Les deux vecteurs de transfert portant les 
genes P2M et HLA-G5A sont places en presence de BacTen lineaire afin de cotrans- 
30 fecter les cellules d'insecte Sf9 en culture. Les sumageants de cotransfection sont 
recoltes et un clonage par plages de lyse est realise pour isoler les clones des baculo- 
virus recombinants. Afin de garantir la qualite de la construction, TADN des clones 
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viraux est extrait et Tinsertion du gene dans le bon locus viral est v^rifiee par PCR. 
Six clones ont ete obtenus pour chacune des constructions et chacun a servi a infecter 
a nouveau des cellules Sf9, Les sumageants de culture ainsi que les cellules ont 
ensuite ete recuperes apres centrifugation. Cette proteine est purifiee par inununoaffi- 

5 nite a I'aide des anticorps PAG5-6 (voir exemple 4). La structure de la proteine est 
verifiee par western blot h la fois avec des anticorps PAG5-6 (anti-HLA-G5) et des 
anticorps Bl 06 (Immunotech) (anti-p2M) specifiques respectivement de la forme 
soluble HLA-G5 et de la p2M. Parmi les 6 clones produisant HLA-G5, et les 4 
produisant P2M, un a ete selectionne de chaque. Un clone HLA-G5a et un clone P2M 

10 ont ete utilises pour coinfecter des cellules Sf9. Par analyse en western blot et 
imnumoprecipitation avec un anticorps conformationnel W6/32 {IgG2a, anti-chaines 
a de HLA de classe I associees a la p2-m (Sigma)), on peut montrer que le sumageant 
de cette coinfection contient la proteine HLA-G5 associee a la p2M ; elle presente 
ainsi xme forme proche de la forme physiologique, Ces cellules Sf9 permettent done 

15 d'obtenir de grandes quantites de proteine soluble HLA-G5. 

EXEMPLE 2 : Mise en evidence du role r^gulateur d'HLA-G dans les pheno- 
menes T dependants li6s au psoriasis. 

1. Origine des biopsies de peau 

Des biopsies de peau presentant des plaques typiques de lesions de 
20 psoriasis chronique, issues de patients n'ayant subi aucun traitement local ou general 
dans les 15 jours precedant le jour de la biopsie ont ete analysees. 

Des biopsies de peau saines issues de patientes ayant subi une 
chirurgie mammaire reductrice sont utilisees comme temoin negatif. 

Les echantillons sont separes en deux, une partie est immediatement 
25 congelee dans Tazote liquide pour Tanalyse RT-PCR et la partie restante est incluse 
dans rOCT (Miles Inc Diagnostics Division) pour Tanalyse immunohistochimique. 

2. Mise en Evidence de I'ensemble des transcrits HLA-G et du 
transcrit speciflque de IMsoforme HLA-G5 soluble dans les biopsies de peau 
presentant des lesions de psoriasis 

30 a) Mat^riels et methodes 

Les ARN messagers sont extraits de biopsies congelees de 6 speci- 
mens de peau lesee de psoriasis (Psol-Pso-6, figures 1 et 3) et de 4 specimens de peau 
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normale (Peau saine 1-Peau saine 4, figures 2 et 3) dans les conditions suivantes ; les 
echantillons sont mis en presence du reactif RNA Now (Biogentex, Inc.) et homoge- 
neises a I'aide de rhomogeneisateur ultraturrax (IKA Labortechnic), selon les 
recommandations du fabricant. La qualite de TARN extrait est verifiee par electro- 
5 phorese en gel d'agarose a l,5%en condition denaturantes. 5 |ig d'ARN sont reverse 
transcrits en ADNc k Taide d*une amorce oligo dT de 12 A 18 oligonucleotides (Gibco 
BRL) et de la transcriptase reverse du virus de Moloney (M-MLV), pendant 1 h a 
42°C. Puis, TADNc obtenu est amplifie par PGR avec d'une part des amorces recon- 
naissant Tensemble des transcrits HLA-G [amorce G.257 (exon 2) et 3G.U (extremite 

10 3' non-traduite)], utilisees pour T amplification PGR des transcrits HLA-G corres- 
pondants aux differentes isoformes connues d*HLA-G (figures 1 et 2) et d'autre part 
des amorces specifiques de la sequence HLA-G5 soluble, a savoir les amorces G.526 
et G.i4b (figure 3). 

De maniere plus precise, les differentes amorces et sondes utilisees 

15 sont en consequence les suivantes : 

- G.526 (exon 3) et G3,U (3' UT) pour les isoformes Gl, G4 et G5 ; 

- G.526 (exon 3) et G.i4b (intron 4) pour Tisoformc G5 ; 

- G.-3 (recouvrant partiellement les exons 2 et 4) et G3.U (3* UT) 
pour les isoformes G2 et G6 ; 

20 - G,3-4 (recouvrant partiellement les exons 2 et 5) et G3.U (3* UT) 

pour risoforme G3. 

Les conditions de PGR sont les suivantes : 1 min a 90*^C, 90 s a 

65°C (6rC pour le couple d'amorces G.526 et G.i4b) et 2 min a 72*'C, pendant 35 

cycles. Les produits PGR sont separes par electrophorese en gel d'agarose k 1,5 %. 
25 Les transcrits de la P-actine sont co-amplifies, pendant 16 cycles, a 

Taide d'amorces specifiques (Clontech) pour normaliser la quantite d'ARN entre les 

differents echantillons. 

Les produits PGR sont ensuite transferes sur ime membrane de nylon 

(Hybond N^, Amersham), hybrides avec une sonde radiomarquee et Tintensite du 
30 signal d*hybridation est quantifie par densitometrie. 
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Les sondes HLA-G specifiques sont les suivantes : 

- GR specifique de l*exon 2 qui reconnait tous les transcrits d*HLA- 



G, et 



5 HLA-G5. 



G.I4 F specifique de Tintron 4, qui ne reconnait que le transcrit 



Les amorces et les sondes ci-dessus sont decrites dans P. MOREAU 
et al., C.R. Acad. Sci. Paris, Sciences de la vie/Life Sciences, 1995 ; 318 ; 837-42). 

L'ADNc des cellules de choriocarcinome JEG-3 (ATCC), possedant 
un niveau de transcription eleve d'HLA-G sont utilises comme temoin positif. Dans 
10 les essais ci-dessus, la lignee JEG-3 est cultivee dans un milieu DMEM (Sigma) 
supplemente avec du serum de veau foetal a 10 %, inactive a la chaleur, des anti- 
biotiques et de la L-glutamine 2 mM. Les lignees cellulaires ne contiennent pas de 
mycoplasmes. 

Les bandes HLA-G specifiques sont revelees par hybridation avec la 
15 sonde GR-specifique, localisee au niveau de Texon 2. Les produits de la PGR, co- 
amplifies au cours de la meme reaction, avec les amorces de la P-actine sont detectes 
sur la meme membrane a I'aide d'une sonde p-actine. 

b) resultats 

Les resultats sont illustres dans les figures 1 a 3. 

20 Les transcrits d'HLA-G sont detectes dans tous les echantillons de 

peau lesee presentant des lesions de psoriasis et dans seulement 2 des 4 echantillons 
de peau saine. A Texception d'un echantillon {^chantillon 3), seuls les transcrits 
correspondant aux isoformes HLA-G 1 et HLA-G5 sont detectes dans les echantillons 
de peau lesee. Dans les biopsies de peau lesee de 6 malades ayant un psoriasis, il 

25 existe un niveau transcriptionnel HLA-G plus eleve, en particulier concemant 
risoforme G1/G5 (p<0,05 ; figures 1 et 3). 

Dans ces echantillons, le signal de Tisoforme HLA-G5 soluble est 
absent des 4 specimens de peaux normales (figure 3), mais retrouve chez 3 des 6 
sujets presentant un psoriasis (figure 3). 

30 L'ensemble des resultats montre que le niveau des transcrits HLA- 

Gl et G-5 est plus eleve dans les biopsies de peau presentant des lesions de psoriasis 
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que dans les ichantillons de peau saine et que le transcrit HLA-G5 est exprime uni- 
quement dans les biopsies de peau presentant des lesions de psoriasis. 

3. Mise en evidence de la prot^ine HLA-G dans les biopsies de 
peau presentant des lesions de psoriasis 
5 a) Materiels et m6thodes 

a j^) immunohistochimie 

Des coupes au cryostat ont ete realisees a partir des echantillons 
congeles puis les coupes ont ete deshydratees dans Tacetone a -20'*C pendant 20 min 
et sechees a I'air libre. 

10 L*inununomarquage est realist a Taide du kit Dako 

EnVision-^System Peroxidase (AEC), (Dako) selon les instructions du fabricant. 
Les anticorps utilises sont les suivants : 

- 87G et OIG specifiques d'HLA-G (HLA-Gl a -G5) et 16G1 
specifique d*HLA-G5 (D. Geraghty, Fred Hutchinson Cancer Research Center, 

15 Seattle, USA), 

- 4H84 specifique des isoformes d'HLA-G sous forme denaturee 
(M. Mc Master, San Francisco, USA) - anti-ILT2 qui reconnait un KIR inipliqu6 dans 
la liaison a HLA-G (Navarro et aL, Eun J ; Imunol., 1999, 29, 277-283), 

- W6/32 : anti antigene de classe I du CMH (Sigma) 
20 - anti-CD3 (Sigma) 

- anti CD 14 (Sigma) 

- IgG2a de souris : anticorps controle (Sigma), 
a?^ double marquage 

Les doubles marquages sont realises avec les couples d'anticorps 

25 suivants : 

- 87G et anti-CD68 

- 87G et anti-CD 1 Ic (Dako) 

- anti-ILT2 et anti-CD3 

Les conditions utilisees sont les suivantes ; apres incubation avec du 
30 serum normal de chevre, les coupes sont incubees avec le premier anticorps (87G ou 
anti-ILT2) pendant 60 min, rincees, puis incubdes avec un anticorps de chevre anti- 
IgG de souris couple au rouge Texas. Ensuite les coupes sont rincees et incubees 
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pendant 30 min avec le second anticorps coupl6 ii I'isothiocyanate de fluoresceine 
(FITC) : anticorps anti-CD68 ou anti-CD 11c, lonqxie le premier anticorps est 87G ou 
bien anticorps anti-CD3, lorsque le premier anticorps est anti-ILT2. 

Dans les coupes controles, le premier anticorps (87G ou anti-ILT2) 
5 est remplace par Tanticorps controle (IgG2a de souris). 

Les coupes sont ensuite analysees en microscopie confocale a laser. 

b) resultats 

bi) Detection de Tcnsemble des proteines HLA-G et de la proteine 

HLA'GS soluble dans les biopsies de peau 
10 En utilisant I'anticorps 87G ou Tanticorps 01 G qui reconnaissent 

toutes les isoformes d*HLA-G, aucune expression de la proteine HLA-G n'est detec- 

tee dans les echantillons de peau saine. 

En revanche, dans les 9 echantillons de peau presentant des lesions 

de psoriasis, Texpression d'HLA-G est detectee dans des cellules des papilles du 
15 derme. Le niveau d'expression d'HLA-G est variable selon les Echantillons ; il est 

eleve dans certains echantillons. De plus, dans deux echantillons seulement, 

Texpression d'HLA-G est egalement detectee dans Tepiderme, dans des zones 

proches de Tinfiltrat de cellules inflammatoires du derme, soit au niveau de foyers 

isoles de cellules inflammatoires ou bien dans quelques keratinocytes. La localisation 
20 d'HLA-G au niveau de ces quelques keratinocytes est vraisemblablement liee a la 

diffusion* de Tisoforme HLA-G5 a partir des cellules du derme exprimant ladite 

isoforme. 

En utilisant Tanticorps 16G1 qui reconnait specifiquement 
risoforme HLA-G5 soluble, un marquage specifique des cellules des papilles du 
25 derme est egalement detecte. 

b?) Localisation des cellules exprimant HLA-G dans les lesions de 

psoriasis 

Les doubles marquages avec Tanticorps 87G et I'anticorps anti-CD3 
ou Tanticorps anti-CD 14 montrent qu'HLA-G est co-localisee au niveau des cellules 
30 exprimant CD 14, en revanche aucune co-localisation d'HLA-G avec les lymphocytes 
T (CDS"^ n'est observee. 
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bj) Les cellules exprimant HLA-G sont des macrophages CD68^ 



CDllc 



+ 



Le marquage des coupes seriees des echantillons de peau presentant 



des lesions de psoriasis avec les anticoips 87G et anti-CD68 ou anti-CDllc qui 
5 reconnaissent specifiquement les macrophages, demontrent que la quasi-totalit^ des 
cellules qui expriment HLA-G expriment aussi CD68 et CDllc et sont done des 
macrophages. 

bd) Le recepteur KIR de type ILT2 est present dans les lymphocytes 
T infiltrant des lesions de psoriasis 

10 Le marquage des biopsies de peau presentant des lesions de psoriasis 

avec r anticoips anti'ILT2 montre la presence d'un infiltrat dense au niveau du derme 
superficiel. En revanche aucun marquage n'est detecte dans le derme des echantillons 
de peau saine. De plus, des experiences de double marquage avec les anticorps anti- 
CD3 et anti-ILT2 montre la presence de quelques cellules doublement marquees au 

15 niveau des papilles du derme. 



ARN et de la proteine des isoformes HLA-Gl et -G5, 

- dans les lesions de psoriasis Texpression d'HLA-G est localisee au 
niveau de macrophages et 

- dans les lesions de psoriasis, les lymphocytes T infiltrants 
25 expriment un recepteur inhibiteur des fonctions cytotoxique reconnu par HLA-G 

(recepteur ILT2). 

Ces resultats montrent la presence au niveau des lesions de psoriasis, 
a la fois de cellules exprimant HLA-G (macrophages des papilles du derme) et de 
cellules infiltrantes responsables des lesions de psoriasis (lymphocytes T CD3^, 
30 exprimant un recepteur inhibiteur des fonctions cytotoxique reconnu par HLA-G 
(recepteur ILT2). 



En resume, Tensemble des resultats presentes ci-dessus montrent 



que : 



20 



- dans la peau saine I'expression des ARN HLA-G est faible ou 
indetectable et la proteine HLA-G est absente, 

- dans les lesions de psoriasis il existe une expression accrue des 
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En consequence ces resultats demontrent le role direct d'HLA-G et 
en particulier de risoforme membranaire prfidominante HLA-Gl et de risoforme 
soluble diffusible HLA-G5 dans la regulation locale des pWnomenes T dependants 
responsables du psoriasis. 
5 EXEMPLE 3 : Role du domaine extracellulaire al d'HLA-G dans I'inhibition 
des fonctions immunes et application dans le traitement du psoriasis 

1. Role du domaine extracellulaire al d'HLA-G dans 
I'inhibition de Tactivite cytotoxique des cellules NK -et des ceUules T 

a) ceUules NK 

10 L*utilisation de cellules transfectees avec chacune des isoformes 

HLA-Gl, -G2, *G3 ou -G4 en tant que cellules cibles face a des cellules immuno- 
competentes natural killer presentes dans le sang peripherique permet de demontrer 
que chacune des isoformes est capable d'inhiber Tactivite cytotoxique des cellules 
natural killer (Fig. 4), Ces experiences ont ete effectuees chez plus de dix donneurs 

15 volontaires sains et la significativite de Tinhibition exercee par chacune des isoformes 
a ete validee par des tests statistiques (Fig. 4). 

b) cellules T 

Des tests similaires de cytotoxicite in vitro realises avec les memes 
cellules cibles faces a des cellules T CD8+ restreintes par le CMH et specifiques d'un 
20 peptide antigenique ont egalement demontre que chacune des isoformes HLA-Gl, 
-G2, -G3 et -G4 inhibe de fagon significative Tactivite cytotoxique de ces cellules T 
(Fig. 5). 

Sur la base de la structure de risoforme HLA-G3 constituee uni- 
quement du domaine extracellulaire al possedant toutes les proprietes inhibitrices 
25 decrites ci-dessus, on peut conclure a la fonctionnalite de ce domaine, Ce domaine 
contient done le motif fonctionnel de HLA-G et pourra done etre utilise comme agent 
pharmacologique en vue d*une immunotol6rance. 

2. Application dans ie traitement du psoriasis 

Le role direct d'HLA-G et en particulier de risoforme membranaire 
30 predominante HLA-Gl et de risoforme soluble diffusible HLA-G5 dans la regulation 
locale des phenomenes T dependants responsables du psoriasis a ete demontree a 
Texemple 2. 
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Le role d'HLA-G et en particulier du domaine al desdites isoformes 
dans rinhibition des fonctions T a ete d^montree ci-dessus. 

En consequence, Tensemble des resultats indiquent qu'une compo- 
sition pharmaceutique contenant ladite isoforme HLA-G en particulier sous forme 
5 soluble diffusible, comme Tisoforme HLA-G5, presente un role protecteur dans le 
traitement du psoriasis. 

EXEMPLE 4 : Production d'un anticorps nanim6 PAG5-6 reconnaissant specifi- 
quement les formes solubles de HLA-G (HLA-G5 et HLA-G6) sous forme d'un 
s§nim polyclonal obtenu chez le lapin. 

10 L'immunisation de lapins avec un peptide immunogene constitue 

d'un peptide synthdtique de 21 acides-amines, correspondant a la partie C-terminale 
codee par I'intron 4 des formes solubles HLA-G dont la sequence est 
SKEGDGGIMSVRESRSLSEDL (SEQ ID N0:1) couple a la proteine porteuse KLH, 
permet d'obtenir un serum polyclonal reconnaissant specifiquement les formes 

15 solubles de HLA-G (HLA-G5 et HLA-G6) par les techniques d'immunoprecipitation, 
immunoempreinte (Western Blot), immunohistochimie et inununoenzymatique type 
ELISA. Ce serum a 6x6 purifie sur colonne d*affinite (proteine G-Sepharose) et peut a 
la fois servir k la detection, la titration, et la purification des formes solubles HLA-G. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, Tinvention ne se limite 

20 nuUement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et d*application qui 
viennent d'etre decrits de fa^on plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
variantes qui peuvent venir a Tesprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du 
cadre, ni de la portee, de la presente invention. 
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REVENDICATIONS 

1**) Utilisation d'une composition essentiellement constituee d'au 
moins une forme soluble d'HLA-G et d'au moins un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable, pour la preparation d'un medicament pour le traitement des etats patho- 
5 logiques inflammatoires de la peau. 

2°) Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que ladite 
forme soluble d'HLA-G est selectionnee dans le groupe constitue par les isoformes 
d'HLA-G solubles comprenant au moins le domaine extracellulaire al et les formes 
solubilisees d*HLA-Gl, HLA-G2, HLA-G3 ou HLA-G4. 
10 3°) Utilisation selon la revendication 1 ou la revendication 2, carac- 

terisee en ce que ladite composition comprend entre 0,1 et 5 |ig/ml, de preference 
entre 0,5 et 2,5 |ig/ml de fonne soluble d*HLA-G. 

4°) Precede de preparation d'une HLA-G soluble, caracterise en ce 
qu'il comprend les etapes suivantes : 
!5 - co-infection de cellules d'insectes par un baculovirus contenant 

TADNc de la P2M et un autre baculovirus contenant la chaTne a d*une isoforme 
d^HLA-G soluble ; 

- culture des cellules d'insectes transfectees, et 

- recolte des sumageants et purification de Tisoforme d'HLA-G 

20 soluble exprimee. 

5*^) Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que ladite 
isoforme d'HLA-G soluble est purifiee a Taide d'un anticorps specifique des iso- 
formes d'HLA-G soluble. 

6^) Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que ledit anti- 
25 corps est obtenu par immunisation de mammiferes non-humains, notamment des 
lapins avec un peptide immunogene de SEQ ID N0:1 couple a la proteine porteuse 
KLH. 

7*^) Anticorps anti-HLA-G soluble, caracterise en ce qu'il est obtenu 
par immunisation de mammiferes non-humains, notamment des lapins avec un peptide 
30 immunogene constitue d*un peptide synthetique de 21 acides-amines de SEQ ID N0:1 
couple a la proteine porteuse KLH. 



% 

wo 00/78337 



PCT/FROO/01670 



1/4 



257-G3U ( 
sonde : GR I 



O 



<0 



Co 




^Gl, G5 
^G2, G4 

--G3 



|3 actine 



FIGURE 1 



257-G3U 
sonde : GR 




-.^Gi. G5 
-^G2. G4 



-»-G3 



actine 



FIGURE 2 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 




wo 00/78337 



PCT/FROO/01670 



2/4 



in 



'On 



I 



c 

CD "a ^ 

C\J C CO. 
LO O 
CO 



en 



o 

H 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



wo 00/78337 



PCT/FROO/01670 



4/4 




anbypads asAq % 




wo 00/78337 




PCT/FROD/01670 



1 

LISTE DE SEQUENCES 

<110> COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE 
ARACTINGI, Selim 
CAROSELLA, Edgar do Delfino 
DAUSSET, Jean 
KHALIL DAHER, Iman 
MOREAU, Philippe 
PAUL, Pascale 
ROUASS-FREISS, Nathalie 

<120> UTILISATION DE COMPOSITIONS CONTENANT DES FORMES 

SOLUBLES D'HLA-G DANS LE TRAITEMENT DE PATHOLOGIES 
INFLAMMATOIRES DE LA PEAU, ET LEUR PROCEDE D»OBTENTION 

<130> seq263EXT55 

<140> 
<141> 

<160> 1 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 21 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 1 

Ser Lys Glu Gly Asp Gly Gly He Met Ser Val Arg Glu Ser Arg Ser. 
15 10 15 



Leu Ser Glu Asp Leu 
20 



TRAITE 



PERATION EN MATIERE Di 

PCT 



m 

ETS 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du ddposant ou 
du mandataire 

BLOcp263/55P 


POUR SUITE ^^"^ notification de transmission du rapport de recherche internationale 
(formulaire PCT/ISA/220) et, le cas echeant, le point 5 ci-apres 

ADONNER 


Oemande Internationale n° 

PCT/FR 00/01670 


Date du depot internationalOour/mo/s/annee; 

16/06/2000 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

18/06/1999 


Oeposam 

COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE 



Le present rapport de recherche internationale, dtabli par Tadministration chargee de la recherche internationale, est transmis au 
deposant conformement a I'article 18. Une copie en est transmis© au Bureau international, 

Ce rapport de recherche internationale comprend 3 feuilles. 

fX[ II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 
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